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 略語一覧 
 
ANOVA analysis of variance 
ATP adenosine triphosphate 
BSA bovine serum albumin 
cDNA complementary deoxyribonucleic acid 
cAMP cyclic adenosine monophosphate 
cPLA2 cytosolic phospholipase A2 
DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole 
DBH 2,5-dihydoroxybenzoic acid 
DHA docosahexaenoic acid 
DMSO dimethyl sulfoxide 
EDTA ethylenediaminetetraacetic acid 
EPA eicosapentaenoic acid 
EPM elevated plus-maze 
FBS fetal bovine serum 
fMRI functional magnetic resonance imaging 
GABA gamma-aminobutyric acid 
GFAP glial fibrillary acidic protein 
GPR40/FFAR1 G-protein coupled receptor 40/free fatty acid receptor 1 
HPLC high performance liquid chromatography 
iPLA2 calcium-independent phospholipase A2 
KO knockout 
LC-MS/MS liquid chromatography / mass spectrometry 
LPS lipopolysaccharide 
MALDI-IMS matrix assisted laser desorption/ionization-imaging mass spectrometry 
mRNA messenger ribonucleic acid 
MRM multireaction monitoring 
OF open field 
PBS phosphate buffered saline 
PC Phosphatidylcholine 
PCR polymerase chain reaction 
PSNL partial sciatic nerve ligation 
PWT paw withdrawal threshold 
RNA ribonucleic acid 
RSDS repeated-social defeat stress 
S.E.M. standard error of the mean 
SDS social defeat stress 
SI social interaction 
SP sucrose preference 
TOF time of flight 
vF von Frey 













の破綻が生じる他、生体に有害な影響を与える 2)。世界保健機関が作成する International 
Statistical Classification of Diseases and Related Health Problems の第 11 改訂版において、慢性
疼痛は、神経障害性疼痛や筋骨格痛などを含め 7 つに細分化されるなど、「疾患」として
の認知度が高まっている 3)。 



















も n-3 系脂肪酸による軽減効果が示されている 16,17)。実際に、うつ病や慢性疼痛を有する












GPR40/FFAR1 は視床下部弓状核に存在する内因性オピオイドペプチド -endorphin 含有
細胞、中脳の青斑核に存在する dopamine -hydoroxylase 含有細胞、および延髄の縫線核に
存在する tryptophan hydroxylase 含有細胞に発現していることが示されている 25,26)。これら
の神経系は GPR40/FFAR1 によって活性化されることで内因性の疼痛制御機構を賦活化す
ることから、疼痛治療の新たな標的となることが見出されている 26)。また、GPR40/FFAR1 の
発現が認められた dopamine -hydoroxylase 含有細胞および tryptophan hydroxylase 含有細胞
は、それぞれモノアミンである noradrenaline および serotonin の放出能を有している。う


























中でも、脳内に豊富に存在する docosahexaenoic acid (DHA) の減少がうつ病や不安障害の罹
患率と相関していることが明らかとされている 16,31)。我々もこれまでに、強制水泳ストレス






安障害は、青斑核を起始核とする noradrenalin 作動性神経や大縫線核を起始核とする 
serotonin 作動性神経といったモノアミン神経系の機能低下や海馬における神経新生能の低







1. Aizawa F, Nishinaka T, Yamashita T, Nakamoto K, Kurihara T, Hirasawa A, Kasuya F, Miyata A, 
Tokuyama S. GPR40/FFAR1 deficient mice increase noradrenaline levels in the brain and exhibit 








 C57BL/6J 系統マウス (雄性、7-8 週齢) は、日本 SLC 株式会社 (静岡、日本) から購入
した。GPR40/FFAR1 欠損 (GPR40KO) マウスは、京都大学大学院 薬学研究科 医薬創成情
報科学専攻医薬創成情報科学講座 平澤 明 准教授より分与いただいた。Ffar1 遺伝子上の 




ドリングを行った後、温度 24°C、湿度 55 ± 5% の環境下において明暗サイクルが 12 時
間 (AM 8:00 点灯、PM 8:00 消灯) の室内にて 4-5 匹/ケージとなるように群飼育した。な
お、固形飼料 (オリエンタル酵母、東京、日本) および水は、自由に摂取させた。全ての実
験は、日本薬理学会が策定する動物実験に関する指針に従い、また、神戸学院大学動物委
員会の承認を得て行った (承認番号: A16-23)。 
 
1-2-2. 行動解析スケジュール 
 各種行動解析は、Fig. 1 のスケジュールに従って行った。9-10 週齢の GPR40/FFAR1 野
生型 (WT) および GPR40KO マウスにおける情動評価には、高架式十字迷路試験、オープ
ンフィールド試験、社会性相互作用試験、およびスクロース嗜好性試験を用いた。各種行








 高架式十字迷路試験は、不安様行動の評価に用いた。高架式十字迷路は、壁のある 2 本
の enclosed arm と壁のない 2 本の open arm、その中央に設けられた plat form によって構
成される。本十字迷路を床から高さ 50 cm に設置し、4 本の arm の先端が同程度の照度と
なるように、plat form の照度を 330 lux に設定した。マウスを plat form におき、十字迷路
内を 5 分間自由に探索させ、各 enclosed arm および open arm への侵入回数および滞在時
間を測定した。行動の測定および解析法は、十字迷路上部に設置したビデオカメラにて記
録し、video tracking system (ANY-maze; ブレインサイエンス・イデア株式会社、東京、日本) 
Fig. 1. Experimental schedule for behavioral analysis.  









ィールド (縦×横×高 = 45 × 45 × 35 cm ) の中央にセンター領域 (27 × 27 cm) を設







 社会性相互作用試験は、社会性行動の評価に用いた。社会的相互作用試験は Berton らの
報告をもとに行った 37)。本試験は no target および target の 2 つの試験から構成される。
オープンフィールド (縦×横×高 = 45 × 45 × 35 cm ) の一端に interaction 領域、その反
対側の両端に corner 領域を設け、フィールドが照度 6 ± 2 lux となるように設定した。
Interaction 領域に透明で小孔のある箱を置き、オープンフィールドにマウスを入れ 2.5 分
間自由に探索させた (no target)。マウスを飼育ケージへ戻した後、interaction 領域に置いた
箱の中に、系統・性別・週齢が同じマウスを入れた。マウスを再度オープンフィールドへ






 スクロース嗜好性試験は、抑うつ様行動の評価に用いた。水道水または 1% sucrose 溶液
を 230 mL ずつボールポイント給水先管を取り付けたボトルに移した。試験期間中は、マ
ウスを単独飼育し、試験開始 2 日前から 2 本の水道水が入った給水ボトルをケージへ設
置し、試験条件に順化させた。その後、水道水および 1% sucrose 溶液の入った給水ボトル
を 1 本ずつケージへ設置し、マウスに自由摂取させた。給水ボトルは 24 時間ごとに位置
を入れ替え、重量を測定し、摂取量として記録した。抑うつ様行動は、1 日の総摂水量に
対する 1% sucrose 溶液の摂水量の割合を算出 (スクロース嗜好性) し、評価した。 
 
1-2-7. 脳組織からのモノアミン抽出および LC-MS/MS 




エンス株式会社, 東京、日本) を用いて抽出した。COSMOSIL PBr column: 2.0 mm internal 
diameter ×150 mm (ナカライテスク株式会社、京都、日本) を用いて 2690 instrument (Waters 
Corporation, Milford, MA, USA) にて HPLC 分離を行った。移動相 (A) として 10 mM 
ammonium formate (pH 4.0) および acetonitrile (B) を用いた。流速 0.2 mL/min にて、100% A 
を 3 分間、100% A から 40% A を 12 分間、40% A から 100% A を 10 分間の順にカラ
ムに流した。モノアミンの定量解析には Quattro Ultima (Waters Corporation) を用いて、ポジ
ティブイオンモード、selective multireaction monitoring (MRM) を行った。20 V、100°C にて
試料溶液を霧状化し、20 eV で衝突させ、フラグメントイオンを生成させた。モノアミンは 
[M−H]+ から得られたプロダクトイオン  (m/z 154→ 91: dopamine, m/z 169.9→ 107: 




2 群間の比較には、F 検定を行った後、Student’s t test を用いて統計学的解析を行った。
社会性相互作用試験は、two-way ANOVA 解析を行った後に、Bonferroni’s post hoc test を用
いて統計学的解析を行った。全ての結果は平均 ± 標準誤差 (standard error of the mean; 




1-3. 結 果 
1-3-1. GPR40/FFAR1 の欠損が不安様行動に及ぼす影響 
 高架式十字迷路試験において、4 本の arm への侵入回数は WT および GPR40KO 間で
なんら変化を示さなかった (Fig. 2a)。GPR40KO の open arm への侵入率は、WT と比較し
て有意に増加した (Fig. 2b)。さらに、GPR40KO の open arm への滞在時間は、WT と比較
して、有意に延長した (Fig. 2c)。オープンフィールド試験において、自発運動量は、WT お
よび GPR40KO 間でなんら変化は示さなかった (Fig. 2e)。GPR40KO の center 領域への滞在







Fig. 2. Effect of GPR40/FFAR1 deletion on anxiety-like behavior in the EPM and OF. 
a. The number of entries into four arms in the EPM.  
b. The ratio of crossing open arms in the EPM.  
c. The ratio of time spent in open arms in the EPM. 
d. Represented moving plots both WT and GPR40KO in the OF. White dots square represents center zone. 
e. The total distanced moved during experiment in the OF. 
f. The ratio of time spent in center zone in the OF. 
(EPM and OF; WT = 10, GPR40KO = 9). 
Statistical comparisons are performed using unpaired-Student’s t test; *P < 0.05, **P < 0.01 vs. WT. 
EPM, elevated plus-maze test; OF, open field test 




1-3-2. GPR40/FFAR1 の欠損が抑うつ様行動に及ぼす影響 
 スクロース嗜好性試験において、GPR40KO のスクロース嗜好性は、WT と比較して有意




に減少した (Fig. 3c, d)。 
 
 
Fig. 3. Effect of GPR40/FFAR1 deletion on depression-like behavior in the sucrose preference 
test. 
a. The ratio of preference for sucrose between consecutive 3 days. 
b. The volume of total intake of water and sucrose. 
c. The volume of water intake. 
d. The volume of sucrose intake.  
(WT = 10, GPR40KO = 9). 
Statistical comparisons are performed using unpaired-Student’s t test; *P < 0.05, **P < 0.01 vs. WT. 




1-3-3. GPR40/FFAR1 の欠損が社会性行動に及ぼす影響 
 社会性相互作用試験において、WT および GPR40KO は、no target と比較して target に
おいて、interaction 領域への滞在時間が有意に延長した (Fig. 4a, c)。しかしながら、WT お
よび GPR40KO 間において、社会性行動はなんら変化を示さなかった。WT と GPR40KO の
総移動距離は同程度であった (Fig. 4b)。 
 
Fig. 4. Effect of GPR40/FFAR1 deficiency on social behavior in the social interaction test. 
a. Represented moving plots both WT and GPR40KO. White dots square represents interaction zone. 
b. The total distance moved during no target and target session.   
c. The time spent in the interaction zone during no target and target sessions. 
(WT = 10, GPR40KO = 9). 
A two-way analysis of variance followed by Bonferroni's post hoc test revealed the significantly difference of 
time spent in interaction zone (time: F1,16 = 34.23, P < 0.01, genotype: F1,16 = 0.1382, P > 0.05). 
**P < 0.01 vs. no target WT, ##P < 0.01 vs. no target GPR40KO 




1-3-4. Serotonin、noradrenalin および dopamine 量に対する GPR40/FFAR1 欠損の影響 
  GPR40
KO
 の serotonin 量は、WT と比較して、視床下部、中脳、延髄においてはなんら
変化を示さなかった (Fig. 5a, g, j)。一方で、GPR40KO の serotonin 量は海馬において WT と
比較して、有意に増加した (Fig. 5d)。GPR40KO の noradrenalin 量は WT と比較して、視床
下部、中脳、延髄、海馬のいずれの領域においても有意に増加した (Fig. 5b, e, h, k)。GPR40KO 
の dopamine 量は、視床下部、中脳、延髄においてはなんら変化を示さなかった (Fig. 5c, i, l)。
GPR40
KO
 の dopamine 量は WT と比較して、海馬において有意に増加した (Fig. 5f)。 
 
Fig. 5. The profile of monoamine in WT and GPR40
KO
 mice.  
a-c. The level of monoamine in the hypothalamus. 
d-f. The level of monoamine in the hippocampus. 
g-i. The level of monoamine in the midbrain. 
j-l. The level of monoamine in the medulla oblongata.  
Each result expressed as the percentage of content of WT.  
(WT = 12, GPR40KO = 12). 
Statistical comparisons are performed using unpaired-Student’s t test; *P < 0.05, **P < 0.01 vs. WT 




1-4. 考 察 





我々の先行研究において、GPR40/FFAR1 は serotonin および noradrenalin 作動性神経系に
局在していることを報告している。また、GPR40/FFAR1 のアゴニストをマウス脳内へ投与
すると、serotonin ならびに noradrenalin 作動性神経系の神経投射先である脊髄においてこ
れらモノアミン濃度が上昇することから、GPR40/FFAR1 の活性化がモノアミンの分泌調節





した。GPR40KO マウスは、高架式十字迷路試験において不安様行動の指標である open arm 
への滞在時間の減少が消失した。さらに、オープンフィールド試験における不安様行動の
指標である center 領域への滞在時間の減少も消失した。これまでに、脂肪酸が不安様行動
の制御に関与することが示唆されている。例えば、マウスに飽和脂肪酸である palmitic acid 
(C16:0) を投与すると、情動機能の制御に密接に関与している扁桃体において、serotonin の
主要代謝物である 5-hydroxyindole acetic acid の増加と共に、不安様行動が惹起されること
が報告されている 38)。Contreras らは、myristic acid (C14:0) がラットにおいて diazepam と
同様の抗不安様作用を有することを示している 39)。また、この作用には -aminobutyric 
acid-A (GABAA) 受容体が関与することが見出されている。Palmitic acid や myristic acid は 
GPR40/FFAR1 に結合する中―長鎖脂肪酸であることから、GPR40/FFAR1 の欠損 によって
生じる抗不安様作用には、このような脂肪酸を介したシグナルの変化が関連すると推察さ
れる。また、高架式十字迷路試験は open arm への滞在率を指標として衝動性の評価にも用
いられることが報告されている 40)。GPR40KO マウスは WT マウスと比較して open arm へ
の滞在率が有意に増加していたことから、GPR40/FFAR1 を介したシグナルの破綻が異常な
行動を引き起こしている可能性が考えられる。 
 次に、スクロース嗜好性試験を用いて、抑うつ様行動に対する GPR40/FFAR1 の関与に
ついて検討した。抑うつ様行動の指標である sucrose への嗜好性の低下は、GPR40KO マウ
スで観察された。DHA や eicosapentaenoic acid (EPA) の減少は、うつ病の罹患率と相関す






















GPR40/FFAR1 は海馬、中脳、視床下部に発現しているが、延髄においても GPR40/FFAR1 が





れている 47)。Malberg らは、ラットに fluoxetine を慢性投与し、神経新生が亢進すること
48)、Boldrini らによる抗うつ薬を投与されていたうつ病患者の死後脳解析の検討では、神経
幹細胞が多いことが示されており 49)、海馬における神経新生が抑うつ様行動の発現に関連
すると考えられている。海馬に発現する GPR40/FFAR1 は、cAMP response element-binding 
protein の活性化を介して神経新生を担うことも見出されている 33)。海馬には、延髄の縫線
核から  serotonin 作動性神経が、中脳の青斑核および腹側被蓋野からは、それぞれ 






る GPR40/FFAR1 作動薬の局所投与は noradrenalin および serotonin 作動性神経に神経活
性マーカーである c-fos の発現を誘導することから、GPR40/FFAR1 が noradrenalin および 
serotonin 作動性神経を制御することを見出している 26)。これらの領域は、海馬および視床
下部に serotonin および noradrenalin 作動性神経を投射し、シナプスを形成している。
Mathieu らは、DHA がヒト神経芽細胞種である SH-SY5Y 細胞から noradrenalin の放出を























2-1. 緒 言 
 第一章における検討から、脳内の GPR40/FFAR1 は痛みのみならず、不安や抑うつ様症
状などの情動機能制御に関与することが示された。GPR40/FFAR1 のリガンドとして知られ
る n-3 系脂肪酸の DHA は、慢性疼痛患者やうつ病患者の血清において減少していること











古くからアストロサイトは ATP、glutamic acid などの刺激に応答して DHA や arachidonic 
acid を放出することが知られている 58)。ATP や glutamic acid は、痛みの惹起および伝達に
関わることから、疼痛治療の標的として注目されている 59)。先行研究において、末梢に炎
症を惹起した炎症性疼痛モデルマウスの視床下部では、アストロサイトの発現量ならびに
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Wistar 系ラット (妊娠 17 日齢) を日本 SLC 株式会社から購入し、出生 0-4 日齢のラ
ットを実験に用いた。温度 24°C、湿度 55 ± 5% の環境下において明暗サイクルが 12 時間 





ラット大脳皮質由来初代培養アストロサイトは Koyama らの方法を改変し作製した 60)。
0-4 日齢のラットを氷冷にて全身麻酔し、断頭後、全脳を摘出した。全脳は  Minimum 
essential Medium EAGLE Joklik (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) に浸し、氷冷下にて、大
脳皮質を単離した。単離した大脳皮質から髄膜を剥離し、髄膜細胞を除去した。大脳皮質
は、D-PBS [NaCl 4.0 g, KCl 0.1 g, KH2PO4 0.1 g, Na2HPO4 0.57 g, phenol red 3 mg, MQ 水 500 
mL] および 0.05 mM EDTA を含む trypsin (Gibco, Grand Island, NY) (終濃度: 0.25%) に加
え、溶液が白濁するまで静かにピペッティングした。懸濁溶液は、37°C、9 分間反応させ、
等量のイーグル MEM 培地「ニッスイ」[ MEM(+) ] (日水製薬株式会社、東京、日本) [10% 
NaHCO3, 200 mM L-glutamine (Gibco), FBS (Biowest, Nuaillé, France)] 加え撹拌し、反応を停
止させた後、上清 10 mL を除去した。懸濁液と等量の MEM(+) を加え撹拌し、上清 10 mL 
を新たなコニカルチューブへ分取した。この操作を 5 mL MEM(+)/brain となるよう繰り返
した。上清は、室温にて遠心分離 (1,000 rpm、5 分) した。上清を除去し、MEM(+) を加え
ペレットを懸濁させ、32 m のナイロンメッシュに通して濾過し、得られた濾過液を 75 
cm² 培養フラスコへ播種した。これを  CO2 インキュベーター  (Forma Steri-Cult CO2 
Incubators; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) で 37°C、5% CO2、相対湿度 95% の
条件で約 2 週間培養した。培養フラスコは 37°C、7 時間振盪培養し、ミクログリアとオ
リゴデンドロサイト前駆細胞からなる原形質細胞層を除去した。D-PBS で 2 回洗浄した後、
0.25% trypsin を含む D-PBS を加え 5 分間振盪反応させた。等量の MEM(+) を加え反応
を停止させ、アストロサイトを剥離した。懸濁液は、室温にて遠心分離 (1,000 rpm、5 分) し、
上清を除去後、MEM(+) を加え再懸濁させ、6 または 24-well culture plate にて培養し、各
種実験に用いた。 
 
2-2-3. LPS 処置および細胞生存率の評価 
 96-well culture plate に 播 種 し た ア ス ト ロ サ イ ト に 0.22 µm フ ィ ル タ ー 
(MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Düren, Germany) を用いて濾過滅菌した LPS from 
Escherichia coli (Simga-Aldrich) を 1, 10, 100, 1,000 ng/mL となるよう処置し、37°C、5% CO2、




2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium, mono sodium 
salt (ナカライテスク株式会社) を添加し、CO2 インキュベーターにて 1 時間呈色反応させ
た。Corona grating microplate reader (SH-1200; コロナ電気株式会社、茨城、日本) にて、主
波長 450 nm および副波長 640 nm における吸光度を測定し、相対細胞生存率を算出した。 
 
2-2-4. 蛍光免疫組織染色および形態評価 
直径 15 mm のカバーガラス (松浪硝子工業、大阪、日本) にアストロサイトを播種し、
LPS 100, 1,000 ng/mL 処置を行ったものを蛍光免疫染色用サンプルとした。薬物処置後、
D-PBS で 3 回洗浄し、4% formalin (富士フイルム和光純薬株式会社、大阪、日本) を含む 
PBS  にて 5 分間の後固定を行った。後固定後、PBS-T [PBS (pH 7.2), 0.1% Tween20] を用
いて 5 分ごとの洗浄を 5 回行った。3% BSA を含む PBS 中で 1 時間、室温にてインキ
ュベートした後、一次抗体として mouse anti-GFAP monoclonal anti body (1:10,000; Merck 
Millipore, Burlington, MA, USA) を添加し、4°C にて一晩反応させた。反応後、PBS-T で 5 分
ごとの洗浄を 5 回行った。二次抗体として、Alexa fluoro594 (goat polyclonal anti-mouse IgG, 
1:200; Life Technologies, Inc., CA, USA) を添加し、遮光下、室温にて 2 時間インキュベート
した。一次抗体および二次抗体は、いずれも 1% BSA を含む PBS-T 溶液中にて希釈した。
続いて、遮光下にて PBS-T で 5 分ごとの洗浄を 5 回行い、4’,6-diamino-2-phenylindole 
(DAPI) で 10 分間処理し、核染色を行った。再度、PBS-T で洗浄し、Fluoromount/Plus  






6-well culture plate にて培養し、薬物処置を行ったものを LC-MS/MS 用サンプルとした。
処置後の初代培養アストロサイトは D-PBS で 3 回洗浄し、セルスクレイパーで擦り取り
チューブへ回収した。細胞懸濁液は、15,000×g、15 分間遠心分離し、上清を新たなチュー
ブへと分取した。細胞培養液は、処置後の培養液をチューブへ回収し、遠心分離した上清
をサンプルとして用いた。CAPCELL PAK UG120 column: 1.0 mm i.d.×150 mm (資生堂、東京、
日本) を有する Agilent 1290 Infinity LC (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA、USA) を
用いて HPLC を行った。移動相 (A) として 10 mM ammonium formate (pH 3.5) および 
acetonitrile (B) を用いた。流速 0.2 mL/min にて 13% A を 5 分間、 13% A から 5% A を
5 分間、5% A を 5 分間、5% A から 13% A を 5 分間、13% A を 5 分間の順にカラムに
流した。脂肪酸の定量解析には QTRAP 4500 (AB SCIEX, Framingham, MA, USA) を用いて、
ネガティブイオンモードにて、selective multireaction monitoring (MRM) を行った。−4,500 V、




から −22 eV で衝突させ、フラグメントイオンを生成させた。各種遊離脂肪酸は [M−H]- か
ら得られたプロダクトイオン (m/z 255→255: C16:0, m/z 279→279: C18:2, m/z 281→281: 
C18:1, m/z 283→283: C18:0, m/z 303→303: C20:4, m/z 327→327: DHA) から特定した。各遊離
脂肪酸濃度は、ピーク面積から絶対検量線法を用いて算出した。 
 
2-2-7. ラット大脳皮質由来アストロサイト RNA 抽出液および real-time PCR  
  6-well culture plate にて培養し、薬物処置を行ったものを RNA 抽出サンプルとした。
RNeasy Mini kit (Qiagen, Hilden, Germany) を用いて RNA を抽出し、nanodrop lite (Thermo 
Fisher Scientific Inc.) を用いて RNA 濃度を測定した。PrimeScript RT reagent Kit with gDNA 
Eraser (タカラバイオ株式会社、滋賀、日本) および PCR Thermal Cycler (タカラバイオ株式
会社) を用いて cDNA を調製した。Real-time PCR は、調製した cDNA、Table 2 の各種 
primer、および FastStart Essential DNA Green Master (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) 
を用いて SYBER-GREEN 法にて行った。相対的 mRNA 発現量は、housekeeping gene とし





One-way ANOVA 解析を行った後に、Dunnet’s multiple comparison test を用いて統計学的
解析を行った。全ての結果は平均 ± 標準誤差 (standard error of the mean; S.E.M.) として表
した。有意差は、危険率 5% を基準とした。 
 




2-3. 結 果 
2-3-1. LPS 処置 24 時間後の初代培養アストロサイトにおける細胞毒性評価および形態変
化 
 LPS (1-1,000 ng/mL) の 24 時間処置は、vehicle 群と比較して、細胞生存率に何ら変化を
示さなかった (Fig. 6a)。初代培養アストロサイトにおける GFAP の発現は、LPS 100 ng/mL 
および 1,000 ng/mL を 24 時間処置することによって、vehicle 群と比較して増加した (Fig. 
6b)。 
 
Fig. 6. The effect of LPS to cell viability and morphology in the primary astrocyte. 
a. Cell viability of primary astrocyte with LPS for 24 h. 
(each group; n = 4). 
b. Represent images of the immunohistlogical-staning of GFAP in primary astrocyte with LPS for 24h. DAPI: 
nucleus marker, GFAP; astrocyte marker. Scale bars: 20 μm 




2-3-2. LPS 処置 24 時間後の初代培養アストロサイトにおける遊離脂肪酸量の解析 
 LPS 処置 24 時間の時点において、LPS 100 ng/mL 処置は、アストロサイトにおける 
C16:0、C18:0、C18:1、C18:2、および C22:6 量を、vehicle 群と比較して有意に増加させた 
(Fig. 7a-d, f)。LPS 1,000 ng/mL 処置は、アストロサイトにおける C16:0、C18:0、C18:1、C18:2、
C20:4、および C22:6 量を vehicle 群と比較して有意に増加させた (Fig. 7a-f)。 
Fig. 7. The changes in long chain fatty acids of astrocyte after LPS stimuli. 
a. Amount of palmitic acid. 
b. Amount of stearic acid. 
c. Amount of oleic acid. 
d. Amount of linoleic acid. 
e. Amount of arachidonic acid. 
(each group; n = 3). 
A one-way analysis of variance followed by Dunnett’s multiple comparison test. *P < 0.05, **P < 0.01 vs 
vehicle. 




2-3-3. LPS 処置 24 時間後の初代培養アストロサイト培養液における遊離脂肪酸量の解析 
 LPS 100 ng/mL 処置は、vehicle 群と比較して、LPS 100 ng/mL 処置は、アストロサイト
培養液中における C16:0、C18:0、C18:1、C18:2、および C22:6 量に何ら影響を示さなかっ
た (Fig. 8a-e)。LPS 1,000 ng/mL 処置は、アストロサイト培養液中における C22:6 量を 
vehicle 群と比較して有意に増加させた (Fig. 8f)。 
 
Fig. 8. The changes in long chain fatty acids of release from astrocyte after LPS stimuli. 
a. Amount of palmitic acid. 
b. Amount of stearic acid. 
c. Amount of oleic acid. 
d. Amount of linoleic acid. 
e. Amount of arachidonic acid. 
f. Amount of DHA. 
(each group; n = 4). 
A one-way analysis of variance followed by Dunnett’s multiple comparison test. *P < 0.05 vs vehicle.  
N.D., not detect. 




2-3-4. LPS 処置 24 時間後の初代培養アストロサイトにおける cPLA2 および iPLA2 
mRNA 発現変化 
 LPS 100 ng/mL 処置は、vehicle 群と比較して、cPLA2  mRNA を有意に増加させた (Fig. 
9a)。LPS 処置 24 時間の時点において、LPS 1,000 ng/mL 処置は、vehicle 群と比較して、
cPLA2 および iPLA2 mRNA を有意に増加させた (Fig. 9a, b)。 
  
Fig. 9. The changes in phospholipases of primary astrocyte after LPS stimuli for 24hr. 
a. The expression of cPLA2 mRNA in primary astrocyte with LPS. 
b. The expression of iPLA2 mRNA in primary astrocyte with LPS. 
(each group; n = 3). 
A one-way analysis of variance followed by Dunnett’s multiple comparison test. *P < 0.05, **P < 0.01, vs 
vehicle. 


















 まず、初代培養アストロサイトに、その形態変化を誘導することが知られている LPS を










LPS 処置によって、アストロサイト細胞内において palmitic acid、stearic acid、oleic acid、
linolenic acid、arachidonic acid、および DHA 全ての脂肪酸が有意に増加した。アストロサ















Bravo らの検討から、生体内で作用する脂肪酸の濃度は M オーダーであることが報告さ
れているが 75)、今回の検討で得られたのは nM オーダーであった。しかしながら、今回の





脂肪酸である palmitic acid および stearic acid であるが、脳の細胞膜には DHA および 
arachidonic acid などの不飽和脂肪酸が豊富に含まれている。炎症が惹起されると、リン脂
質中に含まれる arachidonic acid は、phospholipase によって加水分解を受け、細胞内に放出
され、arachidonate cascade の出発物質として機能する 76)。アストロサイト中の遊離脂肪酸の
測定結果において、各遊離脂肪酸が有意に増加していたことから、細胞外の脂肪酸の増加
は、細胞内における脂肪酸濃度の変化と関連している可能性が考えられる。そこで、脂肪
酸の切り出しに関わる phospholipase の発現について検討を行った。24 時間の LPS 処置は 
cytosolic phospholipase A2 (cPLA2)、calcium-independent phospholipase A2 (iPLA2) の mRNA を
有意に増加させた。アストロサイトの phospholipase は、酸化ストレスや炎症反応などに応
答し、発現が増加することが知られている 77,78)。Arachidonic acid および DHA はいずれも





出が認められた DHA は、脂肪酸受容体である GPR40/FFAR1 のリガンドとして機能する

































り、加水分解酵素である phospholipase によって切断され、脂肪酸が遊離する 89–91)。そのた
め、生体内における脂肪酸供給源の一つであると考えられている。統合失調症、うつ病や
神経障害性疼痛においては、赤血球や血清、前頭皮質、脊髄後角のリン脂質が変動するこ
とが報告されている 28,92,93)。さらに、これらの病態下では血中の脂肪酸、中でも n-3 系脂
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 C57BL/6J 系統マウス (雄性、8 週齢) および ICR 系統マウス (雄性、5 週齢) は日本 
SLC 株式会社から購入した。C57BL/6J および ICR 系統マウスは、個別にハンドリングを
行った後、温度 24°C、湿度 55 ± 5% の環境下において明暗サイクルが 12 時間 (AM 8:00 






 反復ストレス暴露および各種行動解析は Fig. 10 のスケジュールに従って行った。反復ス
トレス暴露後の情動評価として、Cohort 1 では社会性相互作用試験およびオープンフィー






3-2-3. 社会的敗北ストレス (SDS) における Resident マウスの作製 
 Resident マウスは、ICR マウスを用いて Berton らの報告 37,96)をもとに作製した。3 週間
程度単独飼育を行った ICR マウス (8 週齢) は、週齢・体重が同程度の雄性 ICR マウス
と同じケージに入れ、アクリル板でケージを 2 つに間仕切り、直接接触ができない条件に
て 3 日間飼育した。アクリル板は、透明なものを使用し、複数の小孔を開けることで、音・
匂い等の感覚情報が得られるようにした。3 日後アクリル板を除き、各 ICR マウスの攻撃
性 (攻撃開始 < 30 秒) を 1 日 1 回 (PM 5:00 以降)、3 日間連続して評価した。3 日間の
評価期間終了後、ICR マウスは再度単独飼育を維持した。SDS に用いる個体は、試験に使
用する C57BL/6J マウスとは異なる新規 C57BL/6J マウスに対する攻撃性を、上述と同条
件で 3 日間連続評価し、より攻撃性が高い ICR マウスを無作為に抽出した。 
 
3-2-4. SDS 
 Intruder として用いる C57BL/6J マウスは試験 1 週間前から単独飼育を行い、群飼育の
影響を排除した。SDS は、身体的ストレスおよび感覚的ストレスを組み合わせ 10 日間連
Fig. 10. Experimental schedule for making repeated stress induced-chronic pain model mice. 




続で行った (RSDS; repeated-SDS)。C57BL/6J マウスは、RSDS 期間中体重を測定し記録し
た。Fig. 11 に従い、スクリーニングによって無作為に抽出された ICR マウスのケージに 
C57BL/6J マウスを投入し、5 分間の身体的攻撃に暴露させた (身体的ストレス)。5 分後、
身体的ストレスに暴露された同ケージを、透明で小孔の開いたアクリル板で 2 つに間仕切
り、音・匂いなどの感覚情報が得られる条件で 24 時間飼育した (感覚的ストレス)。 10 日
間の試験中、SDS は毎日異なる ICR マウスから暴露されるようにした。情動行動は、最








3-2-5. 社会性相互作用試験  
 RSDS 暴露によるストレス感受性の評価に用いた。社会性相互作用試験の試験条件は第
一章の方法に準じて行った。試験に用いる C57BL/6 マウスは単独飼育の状態で試験 1 時
間前から試験環境に順化させた。本試験は no target および target の 2 つの試験から構成
される。オープンフィールドの一端に interaction 領域、その反対側の両端に corner 領域を
設け、フィールドが照度 8 ± 2 lux となるように設定した。 Interaction 領域に透明で小孔
のある箱を置き、オープンフィールドに C57BL/6 マウスを入れ 2.5 分間自由に探索させた 
(no target)。C57BL/6 マウスを飼育ケージへ戻した後、interaction 領域に置いた箱の中に、
週齢が同程度の雄性 ICR マウスを入れた。C57BL/6 マウスを再度フィールドへ戻し、 同
様に探索させた (target)。No target および target における総移動距離、interaction 領域およ
び corner 領域における滞在時間を測定した。行動はオープンフィールド上部に設けた web 
カメラで撮影し、その映像を ANY-maze (ブレインサイエンス・イデア株式会社) を用いて
測定・解析した。各試験終了後にオープンフィールドおよび箱は水で清拭し、十分に乾燥
させた。ストレス感受性は Krishnann らの報告 96)を元に social interaction ratio (SI ratio = 






動距離を、不安様行動は試験時間に対する center 領域への滞在率を算出し、評価した。 







作用試験終了 1 時間後に行った。不安様行動は 4 本の arm の合計滞在時間に対する 
open arm の滞在率を算出し評価した。 
 
3-2-8. 術後痛モデルの作製 
 術後痛モデルマウスは  Brennan および Pogatzlai らの報告 97,98)を参考に作製した。 
Pentobarbital (65 mg/kg, i.p.) によって全身麻酔を施し処置を行った。正向反射消失を確認し、
10% povidone–iodine を用いて右後肢足底部を消毒後、足底部を踵部からつま先に向けメス
を用いて 5 mm 切開した。先曲ピンセットによる筋肉の引き上げを 10 回、メスによる筋
肉の切開を 5 箇所に施した後、6-0 ナイロンで縫合し、再度 10% povidone–iodine で消毒し
た (ope 群)。偽手術群 (sham 群) は、全身麻酔後、右後肢足底部に 10% povidone–iodine
による消毒のみを施し作製した。 
 
3-2-9. von Frey試験 
von Frey 試験は、機械的刺激に対する逃避反応の評価に用いた。マウスを金網 (5 × 5 
mm) 上に置き、2-3 時間順化させた。機械的刺激には von Frey filament (ブレインサイエン
ス・イデア株式会社) を用いた。マウスの後肢腹側中心部に、単一サイズの filament をや




3-2-10. MALDI-IMS 用脳組織切片作製および MALDI-IMS 
術後痛惹起 7 日目における各マウスを頸椎脱臼し安楽死させた後、断頭し全脳を摘出し
た。全脳は速やかにドライアイスを用いて凍結し、実験に用いるまで、シリカゲルと共に
-80°C にて保管した。脳組織は  Cryostat (CM1850; Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, 
Germany) を用いて、厚さ 10 m の矢状切片とした。Phosphatidycholine (PC) シグナルの検
出には、マトリックスとして 2,5-dihydroxybenzoic aicd (DHB) (50 mg/mL DHB, 20 mM 
potassium acetate, 70% methanol) 溶液を用いた。TM-Sprayer (HTX Technologies LLC, NC, 
USA) を用いて、DBH 溶液を矢状切片へ均一に噴霧した。同スライドガラス上に 
Bradykinin および angiotensin-II (Sigma-Aldrich) を添加し、キャリブレーションスタンダー
ドとして使用した。切片はデシケーターを用いて乾燥させ、MALDI time-of-flight 
(TOF)/TOF-type instrument (355-nm Nd: YAG laser, rapifleX; Bruker Daltonics, MA, USA) を用
いて測定した。各 PC はポジティブリフレクトロンモードで分析した。PC のシグナル強度






  DHA (97% ethyl ester; 備前化成株式会社、岡山、日本) は窒素置換した後、使用直前まで 
-80°C にて保管した。 DHA は使用直前に 25 mmol/kg/mouse となるように、5% arabic acid 




統計学的処理には Graph Pad Prism version 7.0 (Graphpad Software, Inc.) を用いた。2 群間
の比較には、F 検定を行った後、Student’s t test を用いて統計学的解析を行った。社会性相
互作用試験および von Frey 試験は、two-way ANOVA 解析を行った後に、Bonferroni's post 
hoc test を用いて統計学的解析を行った。全ての結果は平均 ± 標準誤差 (standard error of 




3-3. 結 果 
3-3-1. RSDS 暴露が体重および社会性行動に及ぼす影響 
 RSDS 暴露は、non-SDS 群と比較して体重にはなんら変化を与えなかった (Fig. 12a)。
non-SDS 群および RSDS 群 (non-susceptible または susceptible) の総移動距離は、いずれに
おいても no target と比較して、target において有意に減少した (Fig. 12d)。社会性相互作用
試験において、non-SDS 群の target における interaction 領域の滞在時間は、no target と比
較して有意に延長した。一方で RSDS 群 (susceptible) の target における interaction 領域
の滞在時間は、no target と比較して有意に短縮した。また、target における interaction 領
域の滞在時間は、non-SDS 群と比較して、RSDS 群 (susceptible) において有意に短縮した。
RSDS 群 (non-susceptible) における interaction 領域の滞在時間は target および no target 
いずれも変化を示さなかった (Fig. 12b, c, e)。RSDS 群 (susceptible) の target における 
corner 領域の滞在時間は、no target と比較して有意に延長した。また、RSDS 群 (susceptible) 
の target における corner 領域の滞在時間は、non-SDS 群の target と比較して有意に延長







Fig. 12. Repeated-SDS (RSDS) induced decrease social behavior in mice. 
a. The time dependent changes in body weight during RSDS.  
(non-SDS = 6, RSDS = 6). 
b. The profile of SI ratio at completed RSDS. Gray area represents susceptible (low social behavior). 
c. Represented moving plots between three groups of mice both no target and target session in SI. White dots 
square represents interaction zone. White solid square represents corner zone. 
d. The total distance moved during each session in SI.  
A two-way analysis of variance followed by Bonferroni’s post hoc test in the difference of distance (target × 
RSDS: F2,204 = 0.2063, P = 0.8138, target: F1,204 = 70.44, P < 0.0001, RSDS: F2,204 = 11.68, P < 0.0001). 
e. Time spent in interaction zone both no target and target session in SI test.  
A two-way analysis of variance followed by Bonferroni's post hoc test in the difference of interaction (target × 
RSDS: F2,204 = 22.07, P < 0.0001, target: F1,204 = 0.01589, P = 0.8998, RSDS: F2,204 = 2.736, P = 0.0672). 
f. Time spent in two-corner zone both no target and target session in SI test.  
A two-way analysis of variance followed by Bonferroni's post hoc test in the difference of distance (target × 
RSDS: F2,204 = 6.106, P = 0.0027, target: F1,204 = 12.67, P = 0.0005, RSDS: F2,204 = 7.870, P = 0.0005). 
(non-SDS = 61, RSDS (non-susceptible) = 29, RSDS (susceptible) = 43) 
*P<0.05, vs. non-SDS (no target), ††P<0.01, vs. RSDS (non-susceptible)(no target), ‡‡P<0.01, vs. RSDS 
(susceptible)(no target), §§P<0.01, vs. RSDS (susceptible)(target). 
SI, social interaction 




3-3-2. RSDS 暴露が不安様行動に及ぼす影響 
  オープンフィールド試験において、RSDS 群の総移動距離は、non-SDS 群と比較して有
意に減少した (Fig. 13b)。RSDS 群の center 領域への滞在時間は、non-SDS 群と比較して有
意に減少した (Fig. 13a, c)。RSDS 群の peripheral 領域への滞在時間は、non-SDS 群と比較
して有意に増加した (Fig. 13a, d)。高架式十字迷路試験において、RSDS 群の open arm へ
の侵入率は、non-SDS 群と比較して有意に減少した (Fig. 13e, f)。さらに RSDS 群の open 






Fig. 13. RSDS induced anxiety-like behavior in OF and EPM. 
a. Represented moving plots of both non-SDS and RSDS mice in OF. White dots square represent center zone.  
b. The total distance moved during experiment in OF. 
c. The time spent in center zone. 
d. The time spent in peripheral zone. 
(non-SDS = 18, SDS =18). 
e. Represented moving plots of both non-SDS and RSDS mice in EPM. 
f. The ratio of open arms entries. 
g. The ratio of time spent in open arms. 
(non-SDS = 11, RSDS = 19). 
Statistical comparisons are performed using unpaired-Student’s t test; *P < 0.05, **P < 0.01, vs. non-SDS. 
OF, open field test; EPM, elevated plus-maze test 




3-3-3. RSDS 暴露が術後痛処置によって生じる機械的痛覚過敏に及ぼす影響 
 von Frey 試験において、sham 処置をした non-SDS 群および RSDS 群の機械的痛覚過敏
性は、術後痛惹起同側および反対側いずれにおいても baseline と同程度であった。non-SDS 
群の術後痛惹起同側において、機械的痛覚過敏は、non-SDS/sham 群と比較して術後痛惹起 
1 日目から有意に増加し、術後 5 日目に消失した。RSDS 群の術後痛惹起同側において、
機械的痛覚過敏は、non-SDS 群と同様に術後痛惹起 1 日目から有意に増加した。RSDS 群
の術後痛惹起同側における機械的痛覚過敏は、術後 21 日目まで有意に延長した (Fig. 14a)。
術後痛惹起群において、non-SDS 群および RSDS 群のいずれも術後痛惹起後の反対側には
何ら変化を示さなかった (Fig. 14b)。 
 
 
Fig. 14. RSDS induced mechanical allodynia prolongation. 
a. Time dependent changes in mechanical allodynia of ipsilateral hind paw. 
A two-way analysis of variance followed by Bonferroni’s post hoc test in ipsilateral (time × surgery: F48,288 = 
13.76, P < 0.01, time: F16,288 = 18.11, P < 0.01, surgery: F3,18 = 147.1, P < 0.01)  
b. Time dependent changes in mechanical allodynia of contralateral hind paw. 
(non-SDS/sham = 5, non-SDS/ope = 6, RSDS/sham = 5, RSDS/ope = 6). 
*P < 0.05, **P < 0.01, vs. non-SDS/sham, ##P < 0.01, vs. non-SDS/ope 





 von Frey 試験において、non-SDS 群の術後 1 日目における機械的痛覚閾値は、sham 群
と比較して、有意に低下し、術後 7 日目に消失した。一方、RSDS 群の機械的痛覚閾値も
術後 1 日目において有意に低下したが、これは術後 7 日目まで有意に延長した (Fig. 15a)。
Non-SDS/sham 群において、PC 16:0˗16:0 および PC 16:0˗20:4 は前頭前野および線条体を
含む前頭部に幅広く分布していた。 さらに、PC 16:0˗22:6 および PC 18:1˗22:6 は大脳皮質
に豊富に局在していた。PC 18:0˗20:4 は中脳および延髄に分布していた。PC 18:0˗22:6 は小
脳に豊富に存在していた。PC 18:1˗20:4 は脳全体に分布していた。non-SDS/ope 群において、
術後 7 日目の時点では PC 18:0˗20:4 以外の PC は前頭領域において、non-SDS/sham 群と
比較して減少した。一方で、RSDS 群における PC 16:0˗16:0、PC 16:0˗20:4、PC 16:0˗22:6、
および PC 18:1˗22:6 は non-SDS 群と比較して、海馬および前頭皮質において減少した。
RSDS 群において PC 18:0˗C20:4 は中脳および延髄で、PC 18:1˗20:4 は全脳で減少した。さ
らに、RSDS 群における PC 18:0˗22:6、PC 18:1˗22:6 は視床下部において減少した。さらに、
RSDS 群において、全ての PC は sham 群と比較して、術後痛処置によってさらに減少し






Fig. 15. RSDS induced alteration of PCs in the brain. 
a. The time dependent changes in paw withdrawal threshold in ipsilateral hind paw. 
(non-SDS/sham = 6, non-SDS/ope = 6, SDS/sham = 6, SDS/ope =5). 
A two-way analysis of variance followed by Bonferroni’s post hoc test in ipsilateral (time × surgery: F6,24 = 
4.139, P = 0.0054, time: F2, 24 = 22.70, P < 0.0001, surgery: F3, 24 = 5.367, P < 0.0057).  
*P < 0.05, vs. non-SDS/sham  
b. Representative PCs distribution in the sagittal brain section. Color represents signal intensity as percentage in 
mass spectrum. All groups were measured through three sections. Scale bar: 2 mm. 
16:0, palmitic acid; 18:0, stearic acid; 18:1, oleic acid; 20:4, arachidonic acid; 22:6, DHA; PC, 
phosphatidylcholine 




3-3-5. DHA 反復投与が RSDS 暴露後の不安様行動および RSDS 誘導性慢性疼痛形成に及
ぼす影響 
 DHA は RSDS 期間中のいずれにおいても、vehicle 群と比較して体重にはなんら変化を
与えなかった (Fig. 16a)。高架式十字迷路試験において、DHA 投与群の open arm への侵入
率は、vehicle 群と比較して有意に増加した (Fig. 16b, c)。さらに DHA 群の open arm への
滞在時間は、vehicle 群と比較して有意に増加した(Fig. 16b, e)。von Frey 試験において、
vehicle 群および DHA 投与群いずれにおいても、術後 1 日目の機械的痛覚閾値が sham 
群と比較して有意に低下した。DHA 投与群は vehicle 群と比較して術後 7 日目における





Fig. 16. The effect of DHA supplementation to anxiety-like behavior and mechanical allodynia 
in RSDS.  
a. The time dependent changes in body weight during expose RSDS. 
b. Represented moving plots of vehicle or DHA treated RSDS mice in EPM. 
c. The number of entries into open arms in EPM. 
d. The ratio of time spent in open arms in EPM. 
(RSDS/vehicle = 12, RSDS/DHA = 11). 
Statistical comparisons are performed using unpaired-Student’s t test; *P < 0.05 vs. RSDS/vehicle 
e. Time dependent changes in paw withdrawal thresholds of ipsilateral hind paw. 
A two-way analysis of variance followed by Bonferroni’s post hoc test in ipsilateral (time × drug: F6, 57 = 5.726, 
P = 0.0001, time: F2, 57 = 39.95, P < 0.0001, diet: F3, 57 = 18.85, P < 0.0001) 
**P < 0.01 vs. RSDS/vehicle-sham, 
††P < 0.01 vs. RSDS/vehicle-ope 
(RSDS/vehicle-sham = 6, RSDS/vehicle-ope = 6, RSDS/DHA-sham = 6, RSDS/DHA-ope = 5). 














であるととらえられている。Berton および Krishnan らによって、RSDS に暴露されたマウ
スの行動はストレス脆弱性 (susceptible) とストレス抵抗性 (non-susceptible) の 2 つグル
ープに分かれることが報告されている 37,96)。そこでまず、これらの報告に従い RSDS 暴露




















の慢性化について検討した。RSDS 群においては、通常、機械的痛覚過敏が消失する術後 1 
週間の時点においても機械的痛覚過敏の増加、即ち疼痛行動の延長が認められた。また、




















た。今回の検討から、無処置のマウスでは、飽和脂肪酸である palmitic acid (C16:0) を含ん
だ PC 16:0˗16:0 および PC 16:0˗20:4 は前頭前野に豊富に存在していた。また、DHA 含有 
PC は皮質、中脳、延髄や橋に豊富に含まれていた。しかしながら、RSDS 暴露マウスにお
いては、いずれの脳領域においてもこれら PC は減少していた。また、術後痛惹起 7 日目
の RSDS 群の PC は、RSDS 暴露単独群および non-SDS 群と比較して、さらなる減少が




と共に、海馬において DHA が減少することを報告している 32)。臨床では、慢性疼痛患者
の DHA およびその代謝物は減少していること、また、長期的に DHA あるいは EPA を摂
取することによって痛みが軽減することが知られている 17,19,53,107)。今回の PC 解析におい
ても、DHA 含有 PC は RSDS 暴露によって減少した。そこで、RSDS 暴露期間中に DHA 
を反復投与し、情動行動および疼痛行動の持続が抑制されるかを検討した。DHA を反復投




















第四章 ストレス誘導性慢性疼痛形成機序における DHA―GPR40/FFAR1 シグナル機構の
関与 
 






 Docosahexaenoic acid (DHA) は n-3 系脂肪酸に分類される多価不飽和脂肪酸である 19)。
生体内では、細胞膜の形成や神経新生などに必須の成分として知られている。DHA は 
palmitic acid の炭素鎖の伸長および不飽和化によって合成することができるが、動物では、
この過程に必要な酵素である 12-desaturase および  3-desaturase が欠損している 109)。こ





が報告されている 16,17,110–112)。慢性疼痛患者においては、血中の n-3 系脂肪酸が減少してい




いる 101,113)。以上のことから、脳内の DHA―GPR40/FFAR1 シグナル機構の機能低下が、ス
トレス誘導性慢性疼痛形成に関与する可能性が示唆される。 
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第三章 (3-2) と同様の実験動物および方法に従い RSDS 暴露を行った後、モデルマウス
を作製した。全ての実験は、日本薬理学会が策定する動物実験に関する指針に従い、また、
神戸学院大学動物委員会の承認を得て行った (承認番号: A18-03, A17-10)。 
 
4-2-1. 食餌誘導性 n-3 系脂肪酸欠乏マウスの作製 
日本 SLC 株式会社から購入した C57BL/6J 系統マウス (雄性および雌性、8 週齢) を交
配させ、雄性および雌性の第一世代マウス (3 週齢) を得た。離乳後、Table 2 に示した組
成の control 食 (2.6% -linolenic acid, 14.7% linolenic acid, 4,002 kcal, D17102001, Research 
Diets, Inc., NJ, USA) または n-3 系脂肪酸欠乏 (n-3 def) 食 (0%  - linolenic acid、15% 
linolenic acid, 4,002 kcal, D17102002, Research Diets, Inc.) を 8 週齢時まで自由摂食させ、交
配用マウスを作製した (Fig. 17)。8 週齢の時点で交配を開始し、同食餌条件下において出
産哺育させた。得られた仔マウスは 3 週齢時に離乳した。その後、親マウスと同食餌条件

















脳組織湿重量を測定し、10 mM ammonium acetate buffer (pH 5.3) を加え、組織を破砕した。
組織懸濁液は氷冷下 chloroform/methanol (2:1, v/v) を加え攪拌し、遠心分離 (1,300×g, 30 
分) した。Chloroform 相を回収した後、沈渣を再度ホモジナイズした。遠心分離 (1,300×
g, 30 分) 後、Chloroform 相を再回収し、一度目のホモジネートから得られた Chloroform 相
と混合した。Chloroform 相は 10 mM ammonium acetate buffer (pH 5.3) (1:1, v/v) を加え 2 回
洗浄を行った後、エバポレーターを用いて、室温で乾燥させた。これを methanol に溶解し、
LC-ESI-MS/MS のサンプルとした。サンプルは Agilent 1290 Infinity LC (Agilent Technologies, 
CA, USA) で分離・分析した。移動相は 10 mM ammonium acetate buffer (pH 3.5)(A) 及び
acetonitrile (B) を用いてグラジエント溶離した (0 min: 13% A → 8 min: 5% A → 13 min: 
5% A → 15 min: 13% A)。分離カラムは CAPCELL PAK UG120 column: 1.0 mm i.d.×150 mm 
(資生堂、東京、日本) を使用した。脂肪酸の定量解析は QTRAP 4500 (AB SCIEX, Framingham, 
MA, USA) のネガティブイオンモード、selective multireaction monitoring (MRM) で分析した。
−4,500 V、300°C にて試料溶液を霧状化し、−70 から −105 V 条件下で電子イオン化を行っ
た後、−10 から −22 eV のコリジョンエネルギーでフラグメントイオンを生成させた。各種
遊離脂肪酸は [M−H]- から得られたプロダクトイオン (m/z 255→255: C16:0, m/z 279→279: 




  Control 食および n-3 def 食マウスを用いた RSDS 誘導性慢性疼痛モデルの作製および





Fig. 17. The graphical methods to make n-3 fatty acids deficient mice. 











4-2-4. von Frey 試験 
von Frey 試験は、機械的刺激に対する痛覚閾値変化の評価に用いた。Control 食および n-3 
def 食マウスを金網 (5 × 5 mm) 上に置き、2-3 時間順化させた。機械的刺激にはサイズ
の異なる (0.02-2.0 g) の von Frey filament (ブレインサイエンス・イデア株式会社) を用いた。
マウスの後肢腹側中心部に、filament をやや湾曲するまで垂直に 6 秒間押し当て、逃避反
応 (後肢を振る、舐める、噛む) を観察した。この操作を各 filament を用いて 5 回ずつ繰
り返し、3 回以上逃避反応を示した最小の filament サイズを痛覚閾値として記録した。 
 
4-2-5. RSDS 暴露モデルマウスにおける osmotic mini-pump の移植 
 GPR40/FFAR1 のアンタゴニストである GW1100 (Cayman Chemical Co., Ann Arbor, MI, 
USA) は ≥99.9% dimethyl sulfoxide (DMSO) (Sigma-Aldrich) に溶解した後、使用直前に生理
食塩水を用いて希釈・超音波処理し使用した (DMSO 終濃度 < 0.4%)。薬物の側脳室内持続
注入には osmotic infusion pump (14 days, 0.5 L/hr)(Alzet Osmotic Pumps, Cupertino, CA, USA) 
を用いた (Fig. 19a)。Osmotic pump は 27-G 注射針を用いて気泡を除去しつつ、vehicle ま
たは GW1100 (1.0 g/12 L/day/mouse) で満たし、37 °C で生理食塩水に一晩インキュベー
ションした。Pentobarbital (65 mg/kg, i.p.) によって全身麻酔を施し、小動物用体温コントロ
ーラー (ATC-101B; ユニークメディカル、大阪、日本) およびヒーターマット (FH-100; ユ
ニークメディカル) を用いて体温を 37 ± 0.5 °C に維持した。頸部皮膚を露出させ、10% 
povidone–iodine で消毒し 1-2 cm 切開した。切開部より滅菌鉗子を挿入し、背部皮下組織
を剥離させ osmotic pump を挿入した。側脳室へ薬物を持続注入するため、osmotic pump に
カテーテルおよびカニューレ (needle length: 2.5 mm) (Alzet Osmotic Pumps) を取り付けた。
マウスの頭蓋骨を露出させ、脳定位固定装置 (SR-5M; NARISHIGE、東京、日本) およびマ
ニピュレーターを用いて Bregma: −1.0 mm, mid-sagittal line; −1.0 mm の位置にカニューレを
挿入し、歯科用セメントで固定した (Fig. 19b, c)。切開部は縫合し、ethyl-2-cyanoacrylate (東
亜合成株式会社、富山、日本) にて接着後、10% povidone–iodine にて消毒し、gentamicin 
Fig. 18. The graphical methods of the making RSDS induced-chronic pain model in n-3 fatty 
acid deficient mice. 




sulfate を塗布した。Osmotic pump は、術後痛モデルマウス作製時に同様に全身麻酔を施し


















2 群間の比較には、F 検定を行った後、Student’s t test を用いて統計学的解析を行った。
von Frey 試験は、two-way ANOVA 解析を行った後に、Bonferroni’s post hoc test を用いて統
計学的解析を行った。全ての結果は平均 ± 標準誤差 (standard error of the mean; S.E.M.) と
して表した。有意差は、危険率 5% を基準とした。 
Fig. 19. The effect of continuously inhibition of GPR40/FFAR1 signaling during RSDS to 
social behavior. 
a. Time course of implantation of osmotic-mini pump in RSDS mice. 
b. Image of implantation of osmotic-mini pump with cannula into the brain.. 
c. The position of cannula with osmotic-mini pump into the brain (atlas from Paxinos and Franklin's the Mouse 
Brain in Stereotaxic Coordinates 3rd Edition). 




4-3. 結 果 
4-3-1. 食餌誘導性 n-3 系脂肪酸欠乏マウスにおける脳内脂肪酸組成解析および RSDS 暴
露期間における体重変化 
  8 週齢時において、n-3 def 群の脳内 C22:6 は明らかな低下が認められ、その他 C16:0、
C18:0、C18:1、C18:2 の脳内含量も、control 群と比較して有意に低下した (Fig. 20a)。n-3 def 
群の体重は、control 群と比較して、RSDS 暴露開始時点から減少傾向を示したが有意な変
化は認められなかった (Fig. 20b)。 
 
 
Fig. 20. Characteristic feature of diet induced n-3 fatty acid deficient mice. 
a. The changes in profile of long chain fatty acids in the whole brain at 8 weeks of age. 
(control = 3, n-3 def = 3). 
Statistical comparisons are performed using unpaired-Student’s t test; *P < 0.05, **P < 0.01 vs. non-SDS 
b. The time dependent changes in body weight during expose RSDS. 
(control = 3, n-3 def = 4). 




4-3-2. RSDS 暴露が食餌誘導性 n-3 系脂肪酸欠乏マウスにおける不安様行動に及ぼす影響 
 RSDS 後の高架式十字迷路試験において、RSDS/n-3 def 群における open arm への侵入回
数は、RSDS/control 群と比較して、有意に減少した (Fig. 21a, b)。さらに、RSDS/n-3 def 群 
における open arm への滞在時間は RSDS/control 群と比較して、有意に短縮した (Fig. 21c)。 
 
Fig. 21. n-3 deficit induced sever anxiety-like behavior in EPM. 
a. Represented moving plots of control and n-3 deficient mice with RSDS in EPM. 
b. The number of entries into open arms after RSDS in EPM. 
c. The time spent in open arms after RSDS in EPM. 
(non-SDS = 3, RSDS = 4). 
Statistical comparisons are performed using unpaired-Student’s t test; **P < 0.01 vs. RSDS/control 




4-3-3. RSDS 暴露が食餌誘導性 n-3 系脂肪酸欠乏マウスにおける機械的痛覚過敏に及ぼす
影響 
 non-SDS 条件の von Frey 試験において、n-3 def 群の機械的痛覚閾値は、control 群と比
較して、術後痛処置同側および反対側の baseline において有意に低下した (Fig. 22a, b)。術
後 1 日目における術後痛処置同側の機械的痛覚過敏は、control 群および n-3 def 群ともに
同程度であった。また、この変化は control 群では術後 7 日目で消失したのに対し、n-3 def 
群では術後 7 日目においても有意に低下していた (Fig. 22a)。RSDS 条件の von Frey 試験
において、n-3 def 群の機械的痛覚閾値は、control 群と比較して、術後痛惹起同側および反
対側の baseline において有意に低下した (Fig. 22c, d)。さらに、術後痛惹起 1 日目の機械
的痛覚過敏は、control 群および n-3 def 群ともに術後 21 日目まで持続した。しかしなが






Fig. 22. The influence of RSDS to mechanical allodynia in n-3 fatty acids deficit mice.  
a. Time dependent changes in mechanical allodynia of ipsilateral hind paw in non-SDS mice. 
A two-way analysis of variance followed by Bonferroni’s post hoc test in ipsilateral (time × diet: F2, 30 = 
18.52, P < 0.0001, time: F2, 30 = 36.31, P < 0.0001, diet: F1, 30 = 86.36, P < 0.0001) 
**P < 0.01 vs. 
non-SDS/control. 
b. Time dependent changes in mechanical allodynia of contralateral hind paw in non-SDS mice. 
A two-way analysis of variance followed by Bonferroni’s post hoc test in contralateral (time × diet: F2, 30 = 
1.860, P = 0.1732, time: F2, 30 = 1.185, P = 0.3196, diet: F1, 30 = 85.00, P < 0.0001) 
*P < 0.05, **P < 0.01 vs. 
non-SDS/control. 
(non-SDS/control = 7, non-SDS/n-3 def = 6). 
c. Time dependent changes in mechanical allodynia of ipsilateral hind paw in RSDS mice. 
A two-way analysis of variance followed by Bonferroni’s post hoc test in ipsilateral (time × diet: F9, 50 = 
20.11, P < 0.0001, time: F9, 50 = 26.52, P < 0.0001, diet: F1, 50 = 181.7, P < 0.0001) 
**P < 0.01 vs. 
RSDS/control. 
d. Time dependent changes in mechanical allodynia of contralateral hind paw in RSDS mice. 
A two-way analysis of variance followed by Bonferroni’s post hoc test in contralateral (time × diet: F9, 50 = 
0.9871, P = 0.4624, time: F9, 50 = 1.089, P = 0.3876, diet: F1, 50 = 154.4, P < 0.0001) 
*P < 0.05, **P < 0.01 vs. 
RSDS/control. 
(RSDS/control = 3, RSDS/n-3 def = 4). 
PWT, paw withdrawal threshold; BL, baseline; SDS, social defeat stress 




4-3-4. DHA の反復投与が n-3 系脂肪酸欠乏マウスにおける RSDS 誘導性不安様行動に及
ぼす影響 
 RSDS 暴露期間における control および n-3 def 群の体重は、DHA 投与によってなんら
変化も認められなかった (Fig. 23a, b)。高架式十字迷路試験において、control および n-3 def 
群いずれにおいても DHA 投与群における open arm への侵入回数は、vehicle 群と同程度
であった (Fig. 23c, d, f, g)。また、DHA 投与群における open arm への滞在時間は、control お






Fig. 23. The effect of DHA supplementation during RSDS to anxiety-like behavior in control 
and n-3 deficient diet mice. 
a. Body weight changes during RSDS in control diet mice. 
b. Body weight changes during RSDS in n-3 deficient diet mice. 
c. Represented moving plots of control diet mice with RSDS in EPM. 
d. The ratio of entries into open arms after RSDS in control diet mice. 
e. The time spent in open arms after RSDS in control diet mice. 
f. Represented moving plots of n-3 deficient diet mice with RSDS in EPM. 
g. The ratio of entries into open arms after RSDS in n-3 deficient diet mice. 
h. The time spent in open arms after RSDS in n-3 deficient diet mice. 
(RSDS/control-vehicle = 7, RSDS/control-DHA = 8, RSDS/n-3 def-vehicle = 7, RSDS/n-3 def-DHA = 6). 
EPM, elevated plus-maze test 




4-3-5. DHA の反復投与が n-3 系脂肪酸欠乏マウスにおける RSDS 誘導性慢性疼痛に及ぼ
す影響 
 Control 食マウスの von Frey 試験において、vehicle 群では術後 1 日目に認められた機
械的痛覚閾値の低下が術後 7 日目まで延長したが、DHA の投与によって有意に改善した 
(Fig. 24a)。術後痛処置反対側においてはなんら変化も示さなかった (Fig. 24b)。一方で、術
後痛未処置の n-3 def 食マウスで認められる機械的痛覚閾値の低下は、DHA の投与によっ
て baseline の時点で有意に改善した。また、n-3 def 食マウスにおいて、vehicle 群では術
後 1 日目の機械的痛覚閾値の低下が術後 7 日目まで持続したが、DHA の投与によって有






Fig. 24. The effect of DHA supplementation during RSDS to mechanical allodynia in n-3 
deficient mice.  
a. Time dependent changes in mechanical allodynia of ipsilateral hind paw in control diet mice. 
A two-way analysis of variance followed by Bonferroni‘s post hoc test in ipsilateral (time × drug: F2, 26 = 48.88, 
P < 0.0001, time: F2, 26 = 238.3, P < 0.0001, drug: F1, 13 = 23.59, P = 0.0003)
 **P < 0.01 vs. 
RSDS/control-vehicle. 
b. Time dependent changes in mechanical allodynia of contralateral hind paw in control diet mice. 
(RSDS/control-vehicle = 7, RSDS/control-DHA = 8). 
c. Time dependent changes in mechanical allodynia of ipsilateral hind paw in n-3 deficient diet mice. 
A two-way analysis of variance followed by Bonferroni‘s post hoc test in ipsilateral (time × drug: F2, 22 = 11.68, 
P = 0.0003, time: F2, 22 = 34.05, P < 0.0001, drug: F1, 11 = 29.54, P = 0.0002) 
**P < 0.01 vs. RSDS/n-3 
def-vehicle. 
d. Time dependent changes in mechanical allodynia of contralateral hind paw in control diet mice. 
A two-way analysis of variance followed by Bonferroni‘s post hoc test in contralateral (time × drug: F2, 22 = 
1.174, P = 0.3279, time: F2, 22 = 0.2141, P = 0.8089, drug: F1, 11 = 50.86, P < 0.0001) 
**P < 0.01 vs. RSDS/n-3 
def-vehicle. 
(RSDS/n-3 def-vehicle = 7, RSDS/n-3 def-DHA = 6). 





4-3-6. 脳内 GPR40/FFAR1 シグナルの阻害が RSDS 暴露後の社会性行動に及ぼす影響 
  RSDS 暴露後の社会性相互作用試験において vehicle 群および、GW1100 群の SI ratio は
ほぼ全てが 1.0 以下を示した。しかしながら vehicle 群と比較して、GW1100 群に変化は
見られなかった (Fig. 25a)。Vehicle 群と比較して、GW1100 群の総移動距離は何ら変化も
示さなかった (Fig. 25c)。Target における interaction 領域の滞在時間は、vehicle 群および 
GW1100 群のいずれも no target と比較して、有意に減少した (Fig. 25b, d)。しかしながら、
target において vehicle 群および GW1100 群間の差は認められなかった。Vehicle 群と比較
して、GW1100 群の corner 領域への滞在時間は何ら変化も示さなかった (Fig. 25b, e)。
Non-SDS 群の社会性相互作用試験において、target における interaction 領域への滞在時間





Fig. 25. Inhibition of GPR40/FFAR1 signaling in the brain did not affect to social behavior in 
RSDS mice. 
a. The profile of social interaction ratio at completed RSDS with vehicle or GW1100. Gray area represent 
susceptible (low social behavior). 
b. Represented moving plots both no target and target session in SI. White dots square represent interaction zone. 
White solid square represent corner zone. 
c. The total distance moved in SI.  
d. Time spent in interaction zone both no target and target session in SI. A two-way analysis of variance followed 
by Bonferroni's post hoc test in the difference of interaction (drug × target: F1,42 = 0.1416, P = 0.7086, drug: 
F1,42 = 30.35, P < 0.0001, target: F1,42 = 0.04299, P = 0.8368) 
**P < 0.01 vs. RSDS/vehicle (no target), ††P < 
0.01 vs. RSDS/GW1100 (no target) 
e. Time spent in two-corner zone both no target and target session in SI. 
(RSDS/vehicle = 11, RSDS/GW1100 = 12). 
f. Ratio of time spent in interaction zone both no target and target session in non-SDS mice. 
(non-SDS/vehicle = 12, non-SDS/GW1100 = 12). 
SI, social interaction test 




4-3-7. 脳内 GPR40/FFAR1 シグナルの阻害が RSDS 暴露後の不安様行動に及ぼす影響 
RSDS 群のオープンフィールド試験において、GW1100 群の総移動距離、center 領域、
および peripheral 領域への滞在時間は vehicle 群と同程度であった (Fig. 26a-d)。RSDS 群
の 高架式十字迷路試験において、GW1100 群の open arm への侵入回数および滞在時間は 
vehicle 群と同程度であった (Fig. 26e-g)。 
Fig. 26. Inhibition of GPR40/FFAR1 signaling in the brain did not affect to anxiety-like 
behavior in RSDS mice. 
a. Represented moving plots of RSDS mice with vehicle or GW1100 infusion in OF. White dots 
square represent center zone.  
b. The total distance moved during experiment in OF. 
c. The time spent in center zone. 
d. The time spent in peripheral zone. 
e. Represented moving plots of RSDS mice with vehicle or GW1100 infusion in EPM. 
f. The ratio of open arms entries. 
g. The ratio of time spent in open arms. 
(RSDS/vehicle = 11, RSDS/GW1100 = 12). 
OF, open field test; EPM, elevated plus-maze test 




4-3-8. RSDS 暴露に伴う脳内 GPR40/FFAR1 シグナルの阻害が術後痛処置によって生じる
機械的痛覚過敏に及ぼす影響 
 Non-SDS/vehicle 群の von Frey 試験において、術後痛処置同側の機械的痛覚過敏は、術
後  1 日目において sham 群と比較して有意に増加し、術後  7 日目で消失した。
Non-SDS/GW1100 群の機械的痛覚過敏は、vehicle 群と同様に sham 群と比較して、術後 1 
日目で有意に増加し、術後 7 日目で消失した (Fig. 27a)。GW1100 の投与は反対側におい
て何ら変化も示さなかった (Fig. 27b)。 
RSDS/vehicle 群、および RSDS/GW1100 群の機械的痛覚過敏は、術後痛惹起同側および
反対側のいずれにおいても sham 群においては何ら変化を示さなかった (Fig. 13c, d)。一方、
RSDS/vehicle 群において、機械的痛覚過敏は sham 群と比較して、術後 1 日目において有
意に増加し、術後 28 日目まで持続した。RSDS/GW1100 群は、RSDS/vehicle 群と比較し
て、機械的痛覚過敏が術後 56 日目まで有意に延長した (Fig. 27c)。GW1100 の投与は 






Fig. 27. Inhibition of GPR40/FFAR1 signaling in the brain induced mechanical allodynia 
prolongation in RSDS mice but not non-SDS mice. 
a. Time dependent changes in response of ipsilateral hind paw to mechanical stimuli in non-SDS mice with 
vehicle or GW1100. 
A two-way analysis of variance followed by Bonferroni‘s post hoc test in ipsilateral (time × treatment: F9, 57 = 
33.50, P < 0.0001 , time: F3, 57 = 83.98, P < 0.0001, treatment: F3, 19 = 17.44, P < 0.0001) 
**P < 0.01 vs. 
non-SDS/vehicle-sham. 
b. Time dependent changes in response of contralateral hind paw to mechanical stimuli in non-SDS mice with 
vehicle or GW1100. 
(non-SDS/vehicle-sham = 6, non-SDS/vehicle-ope = 6, non-SDS/GW1100-sham = 6. non-SDS/GW1100-ope = 
5). 
c. Time dependent changes in response of ipsilateral hind paw to mechanical stimuli in RSDS mice with vehicle 
or GW1100. 
A two-way analysis of variance followed by Bonferroni‘s post hoc test in ipsilateral (time × treatment: F21,105 
= 10.05, P < 0.01, time: F7,105 = 13.93, P < 0.01, treatment: F3,15 = 299.5, P < 0.01) 
**P < 0.01 vs. 
RSDS/vehicle-sham. 
d. Time dependent changes in response of contralateral hind paw to mechanical stimuli in non-SDS mice with 
vehicle or GW1100. 
A two-way analysis of variance followed by Bonferroni‘s post hoc test in contralateral  (time × treatment: F 
30, 140 = 0.8975, P = 0.6228, time: F10, 140 = 1.145, P = 0.3333, treatment: F3, 14 = 8.123, P = 0.0022) 
*P < 0.05 vs. 
RSDS/vehicle-sham. 
(RSDS/vehicle-sham = 4, RSDS/vehicle-ope = 5, RSDS/GW1100-sham = 4, RSDS/GW1100-ope =5) 




4-4. 考 察 
 第四章では、ストレス暴露後に生じる慢性疼痛形成メカニズムに対する  DHA―
GPR40/FFAR1 シグナル機構の関与について検討を行った。 
第三章において、RSDS 暴露単独および RSDS 誘導性慢性疼痛時の脳全体に DHA 含有 
PC の存在比低下が認められた。先行研究において、強制水泳ストレス暴露後には、抑うつ
様行動の発現と共に、海馬において DHA が減少することを報告している 32)。ヒトにおい
ても、DHA や n-3 系脂肪酸の一種である EPA の減少は、うつ病をはじめとする中枢性疾
患の発症および病態形成に関連している可能性が示唆されている 94,114,115)。さらに、第三章
では、RSDS 暴露期間中に DHA を反復経口投与することによって、RSDS 誘導性慢性疼
痛の形成が抑制されることを示した。よって、DHA の減少が RSDS 誘導性慢性疼痛の形
成に重要な役割を果たす可能性が考えられる。生体内の DHA の大半は食餌中に含まれる 
DHA およびその前駆体である -linolenic acid の量に依存している。そこで、Harauma ら
の報告 31)をもとに、-linolenic acid を欠乏させた飼料を作製し食餌誘導性 n-3 系脂肪酸欠
乏マウスを作製し、DHA の影響について検討した。実験に用いた 8 週齢時の n-3 系脂肪
酸欠乏 (n-3 def) 食 マウスでは、脳組織中に含まれる DHA が劇的に減少していた。この 




いる n-3 系脂肪酸の摂取量が相関する可能性を報告している 30)。Ahmad らは、n-3 系脂肪
酸の摂取量の減少は、海馬における神経の樹状突起の分岐数に異常をもたらし、これに伴
って社会性行動の低下や不安様行動の増加が誘導されている可能性を示している 116)。事実、
RSDS 暴露の際に DHA を反復経口投与した n-3 def 食マウスでは、不安様行動が抑制され
た。これらから、n-3 系脂肪酸は情動機能を正に制御する作用を有しており、この機能が破
綻したことによってさらなる情動機能の悪化が誘導されたと考えられる。 





低下は直接 RSDS 暴露によって誘導されたのではなく、 n-3 系脂肪酸の減少に依存して生
じたものと考えられる。そこで、n-3 def 食を維持した条件にて、DHA を反復経口投与し、
機械的痛覚閾値の低下が消失するか検討を行った。DHA の反復経口投与は、n-3 系脂肪酸
欠乏によって生じた機械的痛覚閾値の低下を改善したのみならず、RSDS 暴露によって生
じる術後痛の慢性化も抑制した。侵害受容性神経において、脂質関連因子である  sterol 




る 117)。また、坐骨神経の一部を結紮するモデルである PSNL モデルマウスでは、DHA お
よび EPA を 10 日間にわたって投与すると、PSNL 処置によって生じる機械的刺激および
熱的刺激に対する過敏性が減少することが報告されている 107)。また、この報告においては、





は DHA によって抑制された一方で、術後痛処置早期である 1 日目の機械的痛覚過敏は 









以上の検討から、DHA が RSDS 誘導性慢性疼痛の形成に関与することが示された。次







れる。そこで、RSDS 暴露期間にのみ、側脳室内へ GPR40/FFAR1 アンタゴニストである 
GW1100 を持続注入し、その後の情動および疼痛行動の解析を行った。 
Non-SDS 条件において、脳内の GPR40/FFAR1 シグナルを阻害しても術後痛惹起後の機械
的痛覚過敏にはなんら影響は示されなかったが、RSDS 暴露と同時に脳内の GPR40/FFAR1 
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